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Sum.m.ary 
The chitino1ytic enzymes produced by Pycnopo川 cinnabarinuswere s巴paratedinto one 
fraction of chitobiase (EC 3.2.1.30) and two fractions of chitinase (EC 3.2.1.14)， C 1 and 
C II， by DEAE-Sephadex A-50 chromatography. The two chitinases were partially 
purified to fr巴efrom chitobiase by Sephadex G-100 ge1 fi1tration and DEA芯Sephadex
A-50 chromatography. The chitobiase was purified in an electrophoretically homo-
geneous state by CM-Sephadex C-50 chromatography and Sephacry1 S-200 and Sephadex 
G-100 gel filtration. 
The optimum pH of C 1 and C II was 3.0 and 5.0， resp巴ctively，and that of chitobiase 
was 2.3. C 1 and C II were stable in the range of pH 3-8 and pH 4-8， respective1y， and 
they were inactivated completely at 600C. The chitobiase was stab1e in acidic pH range 
of 2 to 4 and below 500C， and it was inactivated completely at 700C. 
The chitinases hydrolysed colloidal chitin， glyco1 chitin and chitotetraose without 
formation of N-acetylglucosamine， but did not hydro1yse chitotriose and chitobiose. The 
chitobiase did not act on colloidal chitin and hydro1ysed not only chitobiose but chitotriose 
and chitotetraose to form N二acetylglucosamine. Colloidal chitin was decomposed into 











著・者らはこれまで Aspergillusniger7).8).9)， Streptomyces griseus10)および VibrioSp.1I).12) など
各種の微生物源キチナーゼ系毎分離精製し，それらによるキチンの分解機機を明らかにした.本




培饗方法 使用した璃株は Pycnoporuscinnabarinus IFO 6139である.本商はパレイショ
抽出液2596およびグルコース 1%を含む斜面培地でお。C，10臼間培養した.璃糸約 5mmzを積
培養培地(シュクロース 49ぢ，ベプトン296，群母エキス 196，KHzP040.5必， MgS04・7HzO0.05 
タムpH5.5) 50 mlを含む 200ml三角フラスコに接穏し， 300Cで6日部振とう培養した. この
培養液 1mlを酵素生産培地(グルコース 296，ベプトン396， 酵母エキス 0.5必， (NH4)zS04 
1;ぢ，KHzP040.5タムMgS04・7HzOO.05必， pH 5.5) 50 mlを含む 200ml三角フラスコに接種し，
300Cで6日間振とう培養した. ζの培養ろ液を粗酵素液として使尽した.






マトグラフィーには Pharmacia社製の DEAE-SephadexA-50， CM-Sephadex C-50， Sephadex 
G-100および SephacrylS-200を使用した.
キチナーゼ活性の測定 0.5%コロイダノレキチン 1ml， McIlvaine緩衝液 (pH4.25) 2 mlお
よび酵素液 1mlを含む反応液を 370Cで20分間振とう皮応後， 3分宿煮沸して反応を停止した.
遠心分離後 (9，000rpm， 10 min) ，反応液 1.5ml中の会還元糖蚤を Schales法の変法16) を用いて
測定し，N-アセチノレグノレコサミン量で表わした. この条件で毎分 1μmoleの lやアセチノレグJレ
コサミンに相当する還元糠を生成する苦手索盤を1単位とした.
キトピアーゼ活性の測定 基質としてキトビオースまたは pNPGlcNAcを用いて測定した.
キトビオースを慕質とする場合は， 4mMキトピオース 0.1ml， O.lMクエン酸・塩酸緩衝液
(pH 2.3) 0.2 mlと酵素液 O.lmlを 370C で10分間反応後， 生成する N-アセチノレグノレコサミ
ン量を Reissigらの方法的で定翠し，基質の分解を測定した. この活性測定法は酵素の性質を
調べる実験に用いた.
pNPGlcNAc安基質とする;場合は， 4 mM pNPGlcNAc 0.2 ml， 0.1 M クエン駿・塩酸緩衝液











ロロ酢酸に溶かした 0.05必CommassieBrilliant Blue R 250で 500C，3時間染色し， 796酢酸で
脱色した.
ペーパークロマトグラフィ _20) 東洋ろ紙 No.51を使用し，nー ブタノーノレ:エタノーノレ:







組酵素液に0.75飽和になるように粉米硫安を加え， 48時開放置後， 遠心分離 (7，000rpm， 30 
min)した.沈殿は脱イオン水l乙溶かし， 0.02Mリン酸緩衝液 (pH6.0)で平衡化した Sephadex
G-25カラム (5.0x50cm) を通して脱滋した. 1民塩百字索液は上記ワン酸緩衝液で平衡化した
DEAE-Sephadex A…50カラムlζi吸着させ， 同じ緩衝液で洗浄した後， 0-lMNaClで直線濃度
勾配溶出を行った.その結果は Fig.l1乙示した.キチナーゼは 0.3Mおよび 0.5Mの NaCl濃
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Fig. 1. Separation of chitinases and chitobiase by DEAE-Sephadex A-50 co1umn 
chromatography. 
Protein (1，679 mg) was applied to a DEAE-Sephadex A-50 column 
(50 x 400 mm). The column was washed with 0.02 M phosphate buffer， 
pH 6.0 and elutcd with a linear NaCI gradient (0 to 1 M) in the same buffer 
at a flow rate of65 mlfhr. Brackets C 1， C II and CB indicate thc fractions 
of two chitinases and chitobiase which were pooled. 一@一， absorbance 
at 280 nm; -0-， chitinase activity; ームー， chitobiase activity. 
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Fig. 2. First gel filtration of chitinase C 1 on Sephadex G-lOO. 
The chitinase fraction C 1 (Fig. 1) containing 141 mg of protein was applied 
to a Sephadex G-lOO column (26x830 mm). Th巴 columnwas eluted with 
0.02 M phosphate bu後r，pI王6ム ata flow rate of 20 mlJhr. fraction 
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Fig. 4. Second gel filtration of chitinase C 1 on 
Sephadex G-IOO. 
The chitinase fraction C 1 (Fig. 3) con-
taining 90 mg of protein was applied to a 
Sephadex G-lOO column (26 x 980 mm). 
E1ution was carried out with 0.02 M phos凶
phate buffer， p狂 6.0，at a flow rate of 
18 mlJhr. ，-…九 fractionpooled; …⑧ー ，




Fig. 3. Column chromatography of chitinase C 1 
on DEAE-Sephadex A-50. 
The chitinase fraction C 1 (Fig. 2) con-
taining 189 mg of protein was applied to a 
DEAE-Sephadex A-50 column (16 x 200 
mm). The column was washed with 0.02 M 
phosphate buffer， pH 6.0 and elutcd with a 
linear NaCI gradient (0 to 1 M) in the same 
buffer at a flow rate of 30 mlJhr. 1一、
fraction pooled; …@一， absorbance at 280 






Fig.1で得られたキチナーゼ繭分 CIは限外ろ過 (Amicon社製メンプランフィノレター UM-lO)
で濃縮後， Sephadex G-100 によるゲ・ノレろ過を行った.その結果は Fig.2のようになり，ゲノレろ
過によりキチナーゼ]道i分から大部分のキトピ、アーゼ活性を除くことができた.キチナーセ、活性の
強い部分を集めて濃縮後，再び DEAE-SephadexA-50 によるカラムクロマトグラフィーを Fig.
1と同様な条件で行った.その結果は Fig.3Iζ示した. CIはFig.1の場合と同様に 0.3M付
近の NaCl濃度で溶出された.活性の強い部分を集めて濃縮後， Sephadex G-100で・再ゲ、ノレろ過
を行うと Fig.4の紡采が得られた.CIはこの段階でキトビアーゼ活性を含まなかったので，精
製酵素として以下の実験に使用した.
CIIもCIと同様な過程で精製を行った.Sephadex G-100によるゲノレろ過では CIIも CI
とほぼ向じ位置に湾出されたが， DEAE・SephadexA-50 によるクロマトグラフィーにおいては，
Fig.1の場合と悶様lζCIIは0.5M付近の NaCl濃度で溶出された.
キチナーゼの精製の結果は Table1 K示すように， CI は収量3.296で比活性が7.41去に， CII
は収量8.396で比活性が45.9倍になった.
Table 1. Purification of chitinase fromηcnopo川 cimzabarinus
Step 
Total Total Specific 
protem actlvIty actlvIty Yield Purification 
(mg) (units) (uni叫mg) (%) (fold) 
Culture filtrate 15，500 651 0.042 100 1.0 
Ammonium su1fate 2，600 410 0.158 63.0 3.8 preclpJtatlOn 
1st DEAE-Sephadex C 1 393 52 0.132 8.0 3.1 
A-50 CII 310 135 0.435 20.7 10.4 
lsG t Sleopo hadex CI 269 42 0.156 6.5 3.7 
CII 101 129 1.277 19.8 30.4 
2nd DEAE-Sephadex C 1 125 33 0.264 5.1 6.3 
A-50 CII 50 88 1.760 13.5 41.9 
2nGd -l SOe泊Ohadex CI 68 21 0.309 3.2 7.4 
CII 28 54 1.929 8.3 45.9 
キトビアーゼの精製
キトビアーゼ、の精製では，別に培養を行ったよ古:主主ろ液を粗酵素液とし，キチナーゼ、の場合と向
様lζ硫安坂析， Sephadex G…25による脱臨， DEAE-Sephadex A-50 によるカラムクロマトグラ
フィーを行い，キトピアーゼ閥分 CB を1~tこ. CBは濃縮後， Sephacryl S-200を用いてゲノレろ
過を行った. Fig.5はその結果を示したもので，キトピアーゼは voidvolumeの約l.3傍の位置
に溶出された.活性の強い部分を集めて濃縮後， 0.05Mクエン酸緩衝液 (pH4.2)で平衡化した
CM-Sephadex C-50カラムに吸着させ，米i吸着のタンパク質を溶出後， 0-0.5Mの NaClで複
線濃度勾配溶出を行った. Fig.6 I乙示すように，キトピアーゼは 0.3M付近の NaCl濃度で溶出
された. 乙の活性部分を集めて濃縮後， Sephadex G-100 によるゲ、ノレろ過を行い， 精製キトビ
アーゼ標品とした.精製酵素はディスクf意気泳動的に均一であった. (Fig.7) 
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Fig. 5. Gel filtration of chitobiase CB on Sephacryl S-200. 
The chitobiase仕actionCB containing 76 rng of protein was applied to a 
Sephacryl S-200 colurnn (16 x 950 rnrn). The colurnn was eluted with 0.05 M 
citrate buffer， pH 4.2， ata flow rate of 5 rnlJhr. ，--， fraction pooled; ・，

























Fig. 6. Colurnn chrornatography of chitobiase CB on CM-Sephadex C-50. 
The chitobiase fraction CB containing 18 rng of protein was applied to a CM-
Sephadex C-50 colurnn (16x 190 rnrn). The colunrn was washed with 0.05 M 
citrate buffer， pH 4.2 and eluted with a linear NaCI gradient (0 to 0.5 M) in 
the sarne buffer at a flow rate of 9.5 rnlJhr. ，-一…"fraction pooled; ・一、
absorbance at 280 nrn; ームー， chitobiase activity. 
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対する pHの影響は Fig.8，ζ示した. C 1は pH3.0
付・近， CIIは pH5.0付近にそれぞれ段通 pHがあり，
キトビアーゼ、の殺 J盛 pH は 2.3 の強酸性~IUにあり，
pH 1.8でも最適 pHの約60忽の活性があった.
pH安定性 i~'宇奈液を各種 pH の緩衝液中で 250C，
31寺閥保視後，それぞれの階素の残存活性を測定した
結采が Fig.9である. C 1は pH3~8， C IIは pH4
~8 の範関で安定であった. CB は pH2-4の酸性側
で安定であったが， pH 1.5付近では念、激に失汚した.
熱安定性 問手素液をそれぞれの問主主誌の最適 pHで
Fig. 7. PoJyacrylamide gel electrophoretic 
各滋皮lζ15分開放践し，残存活性を測定した結果が
Fig.10である.キチナーゼは C1， C IIともに 400C
以上で活性が低下し， 600C で完全に失活し， CIIが
pattern of chitobiase. 
The purified chitobiasc (about 
3.5μg出 protein)was uscd. Details 熱lζ対してやや不安定であった.これに対してキトピ
are describcd in the tcxt. アーゼは 500Cまでは活性の低下が認められなかった
が， 700Cで完全に失汚した.
Table 2. Puri自cationof chitobiase from Pyclloporus cinnabarilll 
Step 
Total Total Specific 
protem actlvlty actlvJty Yield Purificatio日
(mg) (units) (unitsfmg) (%) (目。Id)
Cultur巴自Itratc 16，808 564 0.034 100 
Ammonium sulfatc 2，109 727 0.360 129 1 preClpJtatlOn 
DEAE-Sephadex A-50 106 298 2.81 51.2 83 
Sephacryl S-200 23 226 9.62 40.0 283 
C1¥心SephadcxC-50 2.8 138 49.29 24.5 1，450 
Sephadex G-IOO 1.8 77 42.78 13.7 1，258 
基質特異性 キチナーゼによるキチン，キトサンとその誘導体，およびキトオリゴ糖類の分
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Fig. 8. Effect of pH on chitinase (a) and chitobiase (b) activities. 
Chitinase and chitobiase acti、ritieswere measured at various pH values and the activities were 
expressed as a pcrccntagc of the maximum activity. 
C 1 and C II: pH 2.00…2.50， sodium citratc-HCI buffer; pH 3.00…8.00、McIlvainebuffer. 
CB: pH 1.25-2.00， glycine-HCI buffer; pH 2.33-4.36， sodium citrate-HCI buffer; pH 4.95-6.58， 
sodium citrate-NaOH buffer. 
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Fig. 9. Effect of pH on the stability of chitinase (a) and chitobiase (b) 
Enzymes were preincubated at 250C for 3 hr in buffers 01" various pH values and the residual 
activities wcre measured under the standard conditions. 
?， IA~n~ ?II: pI; 2.40:-2 .20;..sodium citrate-HCI buffer; pH 3.00-8.00， McIlvaine buffer; pH 9.00-
11.00， Atkins and Pantin buffer. 
CB: pH 1.23-4.02， sodium citrate司HCIbuffer; pH 4.89-7.12， McIlvaine buffer; pH 8.00-9.00， 
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Fig. 10. Effcct of tcmpcrature on the stability of chitinase (a) and chitobiase (b). 
Chitinase C 1 and C I were preincubated in McIlvaine buffer of pH 3.0 and pH 5.0， respec司
tively， at various temperatures for 15 min and chitobiase was preincubated in sodium citrate-
HCl buffcr of pH 2.3. Thc residual activities were measured undcr the standard conditions. 
た結J誌は Table5 I乙示す通りである.キチナーゼ単独では還元糖の生成のみが認められ，キトピ
アーゼ単独ではコロイダノレキチンを全く分解しなかった.これに対してキチナーゼ系では，還元




Table 3. Hydrolysis of chitin and i!s related compounds with chitinase 
Compound Concentration 
R(eμdmucdineg li1srulmgag r produced 
protein) 
(%) C1 CII 
Chitin 0.250 。 3.9 
Colloidal chitin 0.125 9.1 5l.8 
Glycol chitin 0.125 15.7 60.3 
Chitosan 0.250 O 3.4 
Glycol chitosan 0.125 O O 
Chitotetraose 0.250 1.7 8.2 
Chitotriose 0.250 O O 
Chitobiose 0.250 。 O 
The reaction mixture consisting of 1 ml of various compounds， 2ml of McIlvaine buffer of pH 3.0 
(C 1) and pH 5.0 (C II)， and 1 ml of enzyme sol凶 onwas incubated with shaking at 370C for 1 hr. 
The amounts of reducing sugar nd N-acetylglucosamine produced in 4 ml of the reaction mixture 
were determined with N-acetylg1ucosamine as a referenc巴compound.
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The reaction mixture consisted of 0.1 ml of 4 ml¥!l substrate， 
0.2 ml of 0.1 l¥!I sodium citrate-HCl buHer， pH 2.3 and 0.1 ml 
of enzyme solution. The reaction was carried out at 370C 
for 10 min. The relative rate of hydrolysis was determined by 
mcasuring the relcasc of N-acetylglucosamine. 
Table 5. Hydrolysis of colloidal chitin with chitinasc and chitobiase 
Reducing sugar μAmLaocletlyhlrgJ111Cg oF samine 
Enzymc (μmolefhrfmg protein) (，umolefhrfmg protein) 
CI CII CI CII 
Chitinase 9.4 50.7 O O 
Chitinase 12.9 69.7 J 1.2 58.3 
斗 Chitobiase
Chitobiase 。 O O 。
The reaction mixture consisting of 1 ml of 0.5% colloidal chitin， 2ml of l¥!IcIlvain巴buffer，pH 4.25 
and 1 ml of enzyme solution was incubated with shaking at 370C for 1 hr. The amounts of reducing 
sugar and N-acetylglucosamine produced in 41111 of the reaction mixtur巴 weredetermined with 





Pycnoρorus cinnαbαrinusの生産するキチン分解醇素を DEAE-SephadexA-50 によるクロマ
トグラフィーをflいて，キチナーゼ]頭分 CIおよび CIIとキトピアーゼ爾分に分直itし， CIお
よび CIIはさらに SephadexG-100や DEAE-SephadexA-50を汚いてキトピ、アーゼを完全に




本菌のキチナーゼは CIとCII!乙分離され，雨酵素は SephadexG-I00 によるゲノレろ過ではほ
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Fig. 1. Paper chr・omatogramof the hydrolysis products of colloidal chitin. 
The reaction mixture consisting of 1 ml of 0.5% colloidal chitin， 2 ml of McIlvaine 
buffer， pH 4.25 and 1 ml of enzyme solution was incubated with shaking at 370C 
[or 1 hr or 5 hr. Chromatography was carried out on Toyo Roshi No.51 paper 
with the solvent syst巴mll-butanol: ethanol: water: ammonia (40: 10: 49: 1， upper 
layer) and the spots wcre detected with diphenylamine-aniline reagent. S， standard; 
1， N-acetylglucosamine; 2， chitobiose; 3， chitotriose; 4， chitotetraosc. 




pH安定性は， pNPGlcNAc rc.対する s-N-アセチルヘキソサミニダーゼのそれらの性質問}に類







キトオワゴ糖類から N-アセチ Jレグノレコサミンを遊離し， またキチナーゼとの協間作用でコロイ





1) Pycnoporus cinnαbarinusの生産するキチン分解隊紫を DEAE-SephadexA-50カラムクロ
マトグラフィーlとより，二種のキチナーゼ CIおよび CIIとキトピアーゼに分離した.キチナー
ゼは SephadexG-I00および DEAE-SephadexA-50を用いてキトビアーゼをi徐き，キトビアー
ゼは SephacrylS-200， CM綱SephadexC-50および SephadexG-100を用いて均一な1薬品κ，そ
れぞれ精製した.
2) キチナーゼ CIは pH3.0，C IIは pH5.0にそれぞれ最適 pHがあり， キトピアーゼは pH
2.3 1<:最適 pHがあった. CIは pH3-8，CII は pH4-8 の ~t~凶で安定であり， キトピアーセ、




たが， キトトリオースやキトピオースを分解せず，これらの化合物から Nー アセチノレグノレコサミ
ンをほとんど生成しなかった.キトピアーゼはコロイダノレキチンl乙作用せず，キトビオースのみ
でなくキトトリオースやキトテトラオースを分解して N-アセチノレグノレコサミンを生成した. ま
た，キチナーゼ、とキトピアーゼ、の!湯河作用により， コロイ夕、、ノレキチンは Nー アセチノレグルコサミ
ンiζ分解された.
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